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研究目的
　我々は，交感神経系神経継馬細胞を分離し，
培養システムを構築することを試みている。そ
して，神経芽腫の発症，進展及び予後に関与す
る蛋白の機能解析に，この培養システムを利用
する予定である。
　本年度では，新生児副腎髄質からの交感神経
系神経堤幹細胞の同定のための実験を行った。
研究方法
　神経堤由来の組織には未分化な神経堤幹細
胞から成熟した神経堤細胞まで混在しているの
で，神経堤幹細胞を神経堤由来の組織から分離
することが必要である。
　まず，新生児副腎髄質からのneurosphereの
形成を試み，その多分化能の有無について検討
した。
　生後半日のラット新生児副腎を37度の中で
トリプシンとコラゲナーゼ4によって消化した
後，ピペッティングによりsingle　cell　suspension
を作成する。その後，細胞がplateの底に付着
しないように，浮遊細胞用のplateにてself－
renewal　media　（Chicken　embryo　extract，　lnsulin－
like　growth　factor－1　（IGF－1），　Basic　fibroblast
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growth　factor（bFGF）等が豊富な培養液）中
で10日間培養した（37度，CO2濃度5％）とこ
ろ，直径約100μmのneurosphereが形成され
た。そのneurosphereがplateの底にadherentに
なるように，フィブロネクチンでコートされ
たplateの上でdifferentiation　media（Chicken
embryo　extract，　lnsulin－like　growth　factor一　1　（IGF－1　）
及びBasic　fibroblast　growth　factor（bFGF）濃
度がself－renewal　mediaと比較して薄い培養
液）にて培養し，末梢神経細胞に特異的なマー
カーであるPeripherinとシュワン細胞に特異的
なマーカーであるGFAP（Glial飾rillary　acidic
protein）に対する抗体で免疫染色を施行した。
　つぎに，副腎髄質由来の交感神経系神経堤
幹細胞の分離を試みた。Single　cell　suspension
をNGF　receptor　subunitのP75蛋白の細胞外ド
メインに対する抗体である抗p75抗体と反応
させた後，FITCをconjugateした二次抗体と反
応させる。セルソーターを使って，p75が強く
発現する分画（p75　high　population）を分離し
た。そして，分離されたp75　high　populationを
self－renewal　media中で，細胞がadherentになる
ようにフィブロネクチンでコートされたplate
上で7日間培養し（021％，CO26．5％），その後
differentiation　mediaの中で5日間培養した。そ
して，Peripherin及びGFAPに対する抗体で免
疫染色を施行した。
研究結果
　末梢神経細胞に特異的なマーカーである
Peripherinとシュワン細胞に特異的なマーカー
であるGFAP（Glial　fibrillary　acidic　protein）に
対する抗体でNeurosphereを免疫染色したとこ
ろ，神経細胞とシュワン細胞が共存していた。
このことから，副腎髄質には多分化能を有する
交感神経系神経堤幹細胞が存在するものと考え
られた。そして，FACSで分離されたP75陽性
細胞の中に少数ながら，神経堤幹細胞が存在す
ることが証明された。しかし，plating　efficiency
（1つのウェルに入れたp75　high細胞の数のうち，
生き残った細胞の割合）が非常に低く，3％程
度であった。そして，神経細胞とシュワン細胞
が共存していたコロニー（交感神経系神経堤幹
細胞由来のコロニー）はその1／3程度であり，
全体としてp75　high　populationにおける幹細胞
のfrequencyは約1％程度と推測された。
考　　察
　Plating　efficiencyが低い原因は細胞の調整と
培養方法に問題があると考えており，Plating
efficiencyを上昇させることを努めている。
結　　論
　新生児ラット副腎に交感神経系神経堤幹細胞
がp75 強く発現するpopulation内に存在する
ことを証明した。
終わりに
　アメリカから帰国後，研究資金に恵まれな
い状況になりましたが，財団法人大阪癌研究会
より平成17年度研究助成金を助成していただ
き，非常にありがたく感じました。この場をお
借りして，深謝いたします。そして，貴財団の
さらなる発展を心よりお祈り申し上げます。
＊愛知医科大学医学部　病理学講座　助教授
平成17年度一般学術研究助成金交付者
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